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続いて、神経系前職田胞の著しい増殖能低下が認められたＮＩＶｍＡに着目してさらな
る詳細な解析を行った。まず、各培養日数の細胞における機能的なＮＩＤＡ受容体発現
の可能性について検討を行った。各曰数培養した細胞に対して、Ｃａ2+感受性蛍光指示薬
であるnuo-3を負荷して、ＮＩＶｍＡ受容体を介する細胞内遊離Ｃａ2+濃度変化を検討した
ところ、細胞にl00UMNIvmAを適用すると、培養O、８，１０および１２日目の細胞で
はＭｍＡ適用に伴う蛍光強度上昇は認められなかったが、培養２，４および６曰目の
細胞では蛍光強度上昇を示す細胞が多数観察された。この蛍光強度上昇は、ＮＩＶｍＡ受
容体アンタゴニストであるＭＫ８０１で完全に拮抗された。また、ＮＩＤＡ添加による
ＭＩＴ活性の有意な減少が神経細胞死に起因するかどうかを検討するために､、Ｈ遊離
量の測定を行った。その結果、ＮＩＤＡ曝露群では対昭群と比べて、いずれの培養曰数
の場合においても、Ｈ遊離量に有意な差は認められなかった。次いで、増殖能の指標
として､ＢｒｄＵ取り込み活性の検討を行った｡その結果､ＭＩＴ活I性と同様に対昭群に比
べ､ＮＩＤＡを添加して培養を行った場合では､Ｂ１ｄＵの取り込み活性には著明な低下が
認められたが、これらの効果はMKso1により有意に回復した。さらに、ＮＩｖｍＡ曝露
条件下に培養を行った細胞に対して分化実験を行った。ＮＩＶｍＡを添加して培養を行っ
た細胞を回収し､bFGFを除去した分化用メデイウムでさらに６日間培養を行ったのち、
神経細胞のマーカー蛋白質であるＭＡＰ２およびアストロサイトのマーカー蛋白質であ
るＧＥＡＰに対する各抗体を用いて､Westemblotting法により解析を行った｡その結果、
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ＭｍＡ曝露群では対照群に比べMAP－２抗体陽性蛋白質の発現量の顕著な増加が観察
された．さらに、神経細胞系譜への分化を誘導するAll-trans肥tinoicacid(AmA)、お
よびグリア細胞系譜に分化誘導するCilialyneulDtmphicfactor(CNvlD存在下に細胞
を分化させた場合でも、同様にＮＩＶｍＡ曝露群では対照群に比べMAP－２発現量の有意
な増加が認められた。これに対して、ＧEAPに対する抗体を用いた場合では、ＭｍＡ
曝露群では対照群に比べ明らかに抗体陽性蛋白質の発現が減少した。
神経系前駆細胞の分化過程のモデルには二つの説がある。すなわち、selective説と
mstructive説である。selective説とは、神経系前駆細胞が環境に非依存的に確率的に、
様々な細胞系譜へ運命決定されることである。これら運命決定された細胞は、環境に応
じて特定の系譜の細胞のみが選択的に生き残る、あるいは増殖すると考えられる。これ
に対して､mstructive説とは、成長因子などの環境因子の作用により神経系前駆細胞が
特定の系譜に分化するように運命決定されることである。事実、この説を裏付けるよう
な報告がされている。例えば､ｂＦＧＦ存在下にＣＮＴＦあるいは、白血球阻害因子α｣ＩＤ
を２曰間培地に加え､その後無血清培地でbFGF非存在下に培養すると、ほぼすべての
細胞がアストロサイトに分化する。また、甲状腺ホルモンＴ３は、神経系前駆細胞に
mstructiveに働きかけ、オリゴデンドロサイトの発生を促すことが報告されている。し
たがって､本研究で認められたＮＩＶｍＡ効果は神経系前駆細胞にinstluctiveに作用した
と推察される。神経系前駆細胞の分化過程において、この二つのモデルは相反する概念
であるが、生体内において神経系前駆細胞から多様な成熟細胞が産生される際には、
selective説とmstructive説の両モデルが関与する可能性は十分に考えられる。
すでに、黒質ドーパミン作動性神経の脱落により発病するパーキンソン氏病患者に対
して､ヒト胎児より分取した神経幹細胞を移植した成功例が報告されていることからも、
中枢神経系で見出された組織幹細胞である神経幹細胞が、今後臨床的に応用される可能
性は高いと思われる。しかしながら、このような臨床応用には、倫理面、技術面、ある
いはドナー確保等、問題が山積しているのが現状である。神経幹細胞の臨床応用には、
神経幹細胞自体のさらなる理解とともに、増殖メカニズムや分化メカニズムの解明が必
要不可欠である。
本研究により、分化する以前の未成熟な増殖lft細胞の段階である神経系前駆細胞には
既に、各種Ｇ１ｕＲおよびGABARが発現することが判明したが、特にＭＤＡ受容体は
培養初期において機能的に発現して、そのシグナル入力に伴い神経系前職田胞の増殖能
が抑制されるとともに、同前駆細胞のその後の運命決定に影響を与えて、神経細胞系譜
への分化誘導を促進する可能性が示唆される。
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学位論文審査結果の要旨
本研究では、ラット胎児脳から単離した神経系前駆細胞について、機能的な神経性アミノ酸レセプター発
現の可能性に着目して、同シグナル入力の影響を検討すると同時に、神経系前駆細胞の機能制御メカニズム
解明を試みた。
胎生１８曰齢ラット脳内から無菌条件下で大脳皮質を切り出してから、大脳皮質小片を酵素処理後、分散
した懸濁液について、percollを使用した密度勾配法に基づく神経系前駆細胞の高純度単離法を確立した。
その後、１２曰まで増殖因子bFGF添加条件下で細胞を培養して、神経塊形成を確認した。RT-PCR解析の結
果、培養開始前の標品においては、GluR6以外のほとんど全てのＧ１ｕＲのｍＲＮＡ発現が認められただけでな
く、特定のGABAAR、GABAcRおよびGABABRサブユニットのｍＲＮＡ発現が観察された。培養開始直後から
各受容体アゴニスト１００１１Ｍを培養メデイウム中に添加して１２曰まで培養を行ったのち、MTTassayを用
いて細胞増殖能の評価を行ったところ、ＮＭＤＡ添加の場合では顕著なＭＴＴ活性低下が観察された。神経塊
形成前駆細胞にCa2+感受性蛍光指示薬であるHuo-3を負荷して､細胞内遊離Ca2.濃度変化を検討したところ、
培養２，４および６曰目の細胞においてのみＮＭＤＡ適用に伴う著明な蛍光強度上昇が見出された。ＮＭＤＡ
曝露下に培養を行った前駆細胞を回収したのち、ｂＦＧＦを除去した分化用メデイウムでさらに６曰間培養を
行うと、ＮＭＤＡ曝露群では対照群に比べＭＡＰ２の発現量が顕著に増加することが判明した。さらに、神経
細胞系譜への分化を誘導するATRA、およびグリア細胞系譜に分化誘導するCNTFを添加して分化を誘導し
た場合でも、ＮＭＤＡ曝露群では同様にMAP２発現量の有意な上昇が観察された。これに対して、CFAＰに
対する抗体を用いた場合では、ＮＭＤＡ曝露群では対照群に比べ明らかに抗体陽性蛋白質の発現が減少した。
したがって、分化以前の未成熟な増殖性細胞である神経系前駆細胞には、既にＮＭＤＡＲが機能的に発現する
可能性が推察される。
以上の研究成績は、ＮＭＤＡＲによる神経系前駆細胞の増殖能と分化能制御に関する先駆的報告であるのみ
ならず、各種神経変性疾患に対する再生医療において、新規創薬戦略展開への貢献が期待される点で高く評
価されるので、論文審査委員会は本論文が博士（薬学）に値すると判断する。
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